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5 fi 2: 本 试验 由 在 利用 分 子 生物 学 方法 鉴定 分 离 得 到 1 株 产 y- 氨 基 丁 酸 (GABA) 凑 肠 球菌 ， 并 定量 测定 


6 ”所 产 GABA 的 量 。 从 泡 琳 、 酸 奶 、 土 壤 、 新 鲜 牛 奶 样品 中 往 选 出 一 目标 菌株 F6， 进 行 形态 学 特征 与 革 兰 氏 染 


序列 和 构建 系统 发 育 树 ;， 同 时 采用 高 效 液 相 色谱 


if 
Pi 


7 BE: 再 扩 增 F6 菌株 的 16S rDNA 基因 ， 然 后 测定 该 


ABA 含量 。 结 果 表 明 : 菌株 FO 菌落 大 而 光滑 、 圆 形 、 直 径 1~2 mm, 


Q 


8 (HPLC ) 法 定量 测定 菌株 FO 发 酵 液 中 的 


边缘 整齐 、 乳 白色 ; 在 分 离 培 养 基 上 菌落 周围 形成 透明 圈 ， 使 分 离 培 养 基 旺 黄色 ; 在 MRS 固体 培养 基 上 菌落 


不 透明 ， 周 围 有 透明 圈 。 革 兰 氏 染色 鉴定 F6 为 阳性 菌 。 分 子 生 物 学 鉴定 分 析 显 示 ， 菌 株 F6 的 16S rDNA 3 


因 序 列 与 GenBank 2048 22 Pk (Enterococcus faecium) 的 相似 性 大 于 99%。HPLC 法 测定 得 到 GABA 


TPR 标准 曲线 线性 方程 为 了 =7 080 733.139 5X-4 511.692 7 (R?=0.999 4) ， 通 过 方程 得 出 F6 菌株 发 酵 液 中 的 GABA 


C3 ”含量 为 7.1 g/L， 保 留 时 间 为 7~10 min。 结 果 提 示 ， 本 试验 筛选 得 到 1 株 高 产 GABA 的 凑 肠 球菌 FO. 


关键 词 : SHER; -A JR; 16S rDNA 基因 序列 ， 高 效 液 相 色 谱 法 定量 ;筛选 
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乳酸 菌 具有 调节 机 体 骨 肠 道 微 生态 平衡 、 有 益 于 畜 禽 健康 、 改 善 畜 禽 生产 性 能 、 减 少 环境 污染 、 普 代 伺 


17 ”用 抗生素 等 重要 作用 ， 在 动物 生产 中 的 应 用 日 益 广 泛 。 然 而 ， 乳 酸 杆 菌 为 大 氧 阔 ， 抗 逆 性 差 、 不 耐 氧 、 吻 失 


18 ” 活 ， 应 用 效果 不 稳定 ， 而 球菌 较 杆 菌 具 有 更 强 的 抗 逆 性 ， 阔 株 活 性 损失 较 低 ， 未 来 球菌 尤其 是 肠 球菌 的 应 用 


19 ”将 更 普遍 。 


20 -ATR (GABA) 又 称 氨 酪 酸 帆 ,分子式 为 C4He9NO2， 是 哺乳 动物 中 枢 神经 系统 一 种 主要 的 抑制 性 


21 ”神经 递 质 ， 介 导 40% 以 上 的 抑制 性 神经 传导 3。GABA 对 人 具有 调节 血压 、 改 善 脑 部 机 能 、 增 强 记忆 力 、 抗 
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促进 采 食 、 抗 应 激 、 镇 静 、 改 善 生产 性 能 等 功效 


长 期 以 来 ， 学 者 致力 于 研究 乳酸 落 等 


GABA 均 是 重要 的 功能 性 添加 剂 四 。 但 有 关 能 分 泌 GABA 的 乳酸 菌 的 研究 较 少 。 


Bo KARESE Z, EE 


a= 


GABA 


四 | 


et 


然 GABA， 降 低 GABA WIRE, XZM GABA 抗 应 激 与 乳酸 菌 微 生 态 平衡 调控 的 双 


为 开发 功能 性 微 生 态 


制备 的 方法 主要 有 化 学 合 


量 很 少 或 不 能 分 泌 ， 需 要 摸索 满足 适宜 生长 条 伯 


完 颇 少 。 为 此 ， 本 试验 3 


、 微 生物 发 酵 等 ， 


成 本 昂贵 ， 颇 少见 应 用 微生物 发 酵 产 生 的 GABAN, 
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4， 尤 其 是 抗 热 应 激 作 


目前 畜 禽 生产 上 应 用 的 GABA 多 为 化 学 合 


一 功能 的 微 生 态 制剂 与 化 学 合成 提纯 的 GABA， 己 清楚 乳酸 菌 和 


E AREST D 群 ，D 群 链 球菌 中 的 肠 球菌 包括 类 链球 菌 


在 动物 肠 道 、 凑 便 及 土壤 等 大 氧 基质 中 。 


制剂 及 其 在 养殖 中 的 应 用 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 菌株 及 培养 基 
菌株 来 自制 泡菜 、 酸 奶 〈 蚌 埠 市 双 华 乳品 有 限 公 司 ) 、 土 壤 ( 取 自 安徽 科技 学 院 西 


MRS 固体 培养 基 制 备 中 ， 蛋 EF 


肛 10g. PA 10g. ERRERA 5 5 g、 和 葡萄 糖 20 


柠檬 酸 二 胺 2 g、 吐 温 80.1 gs、 磷酸 氧 二 钊 2 g、 七 水 硫酸 镁 0.58 g、 四 水 硫酸 锰 0.25 g、 


22.5 g， 用 去 离子 水 定 容 至 1 000 mL, pH6.5, 121 CK 40 min. 


FS HERA 


属 肠 球菌 属 ， 又 称 


、 屎 链球 菌 和 坚忍 链球 


自然 界 存在 的 肠 球菌 所 能 分 泌 的 


F 以 提高 其 GABA 产量 ， 目 前 对 产 GABA XERE KI 


于 展 高 产 GABA 羡 肠 球菌 的 筛选 与 鉴定 ， 既 能 应 用 绿色 微 生 态 和 微生物 发 酵 所 产 天 


[Rh 


功效 ， 旨 在 


校区 ) 、 新 鲜 牛 奶 。 
g、 三 水 合 栈 酸 钠 5 g、 


碳酸 钙 7.5 g、 琼 脂 


MRS 液体 培养 基 : 除 不 含 碳酸 钙 、 琼 脂 外 ， 其 他 成 分 与 MRS 


mL, pH 6.5. 


分 离 培 养 基 : 牛肉 高 10 gy 酵母 膏 10 gy ŒE : 


2k 0.1 g、 碳 酸 钙 20 g 


FE 


肛 10g. 72885 g IEX 80.5 g、 


、 琼 脂 20g, AKER 1000 mL, pH 6.5。 


1.2 目的 菌株 的 分 离 


取 泡 菜 、 酸 奶 、 


、 纯 培养 与 活化 传代 


土壤 、 新 鲜 牛 奶 样品 各 1 g， 分 别 接种 于 装 有 MRS 液体 培养 基 的 


固体 培养 基 相 同 , 再 ) 


JZK ERE 1 000 


Hilt 200 g、 溴 甲 酚 


150 mL 三 角 虐 瓶 中 ， 


23 


24 


tH FII 
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35 CHERIE 48 h; 无 菌 操作 将 培养 液 接种 于 分 离 培 养 基 中 ，35 'C 条 件 下 静止 培养 48 h; 无 菌 操作 挑 取 分 


离 培养 基 中 周围 呈现 黄色 的 疑似 单个 落落， 接种 于 MRS 液体 培养 基 中 ，37 'C 静 止 培 养 。 


AY 1 mL MRS 液体 培养 液 与 无 阔 生 理 盐 水 10 倍 梯 度 稀释 成 105、10” 了 、103 3 个 浓度 梯度 ， 取 100 4L 均 


匀 涂 布 MRS 固体 培养 基 平 板 ，37 人 培养 48 h。 无 菌 操作 挑 取出 现 圆 形 乳白 色 并 有 溶 钙 圈 的 单个 菌落 ， 进 行 


分 离 纯化 。 


将 所 筛 菌株 接种 于 MRS 斜面 培养 基 上 ，35 CHEJ 48h, 4 CC 保存， 菌株 每 20 d 传代 1 次 。 将 保藏 菌株 


接种 于 MRS 固体 培养 基 中 ，35 CC 培养 48 h， 再 转 接 至 MRS 液体 培养 基 中 培养 22 h 用 作 发 酵 种 子 菌株 。 


1.3 目的 菌株 的 革 兰 氏 染 色 鉴 定 


对 目的 菌株 进行 革 兰 氏 染 色 ， 观 察 菌株 的 形态 特征 。 


1.4 目的 菌株 的 分 子 生 物 学 鉴定 


取 10 mL 菌株 培养 液 ， 低 速 离心 获得 菌 体 。 用 细菌 基因 组 DNA 提取 试剂 使 (DP302， 上 海 生 工 生 物 工 


程 有 限 公 司 ) 提取 细菌 总 DNA。 以 10 ng 纯化 的 旨 


总 DNA 作为 模板 ， 扩 增 16S rDNA 基因 。 所 用 引物 为 


T 


原核 生物 16S rDNA 基因 的 通用 引物 : 上 游 引 物 为 5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3”， 下 游 引 物 为 5” 


~-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’ ， 引 物 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 合成 。PCR 扩 增 体系 为 50 nbL， 包 括 : 


1.0 uL DNA 模板 ，10xBuffer，2.0 uL dNTP，1.0 uL 上 游 引物 (10 pmol), 1.0 uL 下 游 引 物 (10 pmol), 1.0 uL Taq 


DNA 聚合 酶 ，1.4 nL Mg*， 补 重 蒸 水 (ddH20) 至 50 上 LE。 扩 增 条 件 : 94°C, 5min; 94°C, 1min; 56 C, 


1 min; 72 CC，2 min，30 个 循环 ，72 ‘CHES min, 4’°CAIERM. PCR 产物 全 序列 由 上 海 生 工 生物 工程 有 


限 公 司 测 定 。 


1.5 序列 分 析 及 系统 发 育 树 的 构建 


根据 16S rDNA 基因 测序 结果 ， 使 用 核算 序列 对 比 检索 (nucleotide basic local alignment search tool, 


N-BLAST) 比 对 初步 确定 菌 种 。 结 合 GenBank 中 乳酸 菌 属 (Lactobacillus) 中 其 他 菌 种 的 16S rDNA 基因 月 


i 


列 ， 利 用 MEGA 3.0 软件 绘制 系统 发 育 树 。 


1.6 目的 菌株 所 产 GABA 的 定性 测定 


将 上 述 所 得 种 子 液 以 3.5% 接 种 量 无 菌 操作 接种 于 发 酵 培 养 基 中 ，37 恒温 培养 48 hb， 取 发 酵 液 5 mL, 
3 
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1 4500r/min 离心 5 min， 取 上 清 采 用 改良 纸 层 析 法 检测 发 酵 液 中 是 否 含有 GABA。 改 恨 纸 层 析 的 测定 方法 是 : 


2 ” 按 0.55% 的 比例 将 显 色 剂 节 三 酮 加 入 展开 剂 中 ， 展 开 剂 组 成 为 正 丁 醇 : 冰 醋 酸 : 水 =5: 3: 1 RRE), W 


3 FMW 10 uL 进行 点 样 ，GABA 配 成 浓度 5 g/L 做 参 比 ， 展 开 后 85 CEE 8 min。 若 纸 层 析 反应 体系 中 存在 


4 ”与 GABA 标准 品 相 对 迁移 率 一 致 的 功 三 酮 显 色 斑点 , 说 明 样 品 中 含有 GABA, 则 该 菌 即 为 筛选 到 的 产 GABA 


Ht 


5 的 菌株 ， 将 筛选 得 到 的 产 GABA 目的 菌株 进行 保藏 。 


6 1.7 目的 菌株 所 产 y- 氨 基 丁 酸 的 定量 测定 


7 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 法 定量 测定 菌 液 中 GABA 含量 的 原理 : 在 菌 液 中 加 B- 琉 基 乙 醇 ， 使 GABA 与 邻 


8 ” 共 二 甲醛 迅速 反应 ， 生 成 邻 茶 二 甲醛 (OPA) 衍 生物 ， 在 紫外 区 338 nm 处 ， 根 据 OPA 衍生 物 的 吸收 峰 ， 通 过 


测定 其 吸光 度 值 精确 测定 样品 中 的 GABA 含量 。 


i, 


GABA 标准 溶液 的 配制 : 用 电子 天 平 准确 称 量 GABA 标准 品 , 配制 浓度 分 别 为 0、0.05、0.10、0.15、0.20、 


OO@1 0.25 mg/mL 的 标准 GABA 溶液 。 


TT2 HPLC 检测 条 件 如 下 : 仪器 型 号 为 Waters-1525; 色谱 柱 为 Hypersil ODS-2 C18 (150 mmx4.0 mm, 5 hm 


及 相应 的 保护 柱 ) ;检测 器 为 紫外 检测 器 ， 进 样 量 为 20 pL; 流动 相 A 为 20 mmol/L 醋酸 钠 绥 冲 液 (醋酸 钠 


2.72 g， 三 乙 胺 200 gL， 加 超 纯 水 至 1L， 调 节 pH 为 7.3) ，0.22 um JERE, BA; 流动 相 B NAE, 


B=4: 1; 流速 为 1 mL/min; 柱 温 为 40 C; 衍生 试剂 为 OPA 20 mg， 加 B- 琉 基 乙 醇 20 uL, AHE 5 mL 混 匀 即 


可 。 衍 生 反 应 : 取 硼 酸 缓冲 液 100 pL (硼酸 24.7 g， 加 超 纯 水 1IL， 调 节 pH 至 10.4) , OPA 衍生 剂 20 uL, 


17 ”样品 20 AL， 混 合 均匀 后 室温 反应 5 min 后 开始 测定 。 


18 2 结果 与 分 析 


19 2.1 目的 菌株 的 菌落 特征 


20 从 泡菜 、 酸 奶 、 土 壤 、 新 鲜 牛 奶 中 分 离 得 到 多 个 菌株 ， 选 取 其 中 的 1 个 菌株 FO 进行 形态 学 观察 鉴定 。 
21 F6 菌落 光滑 、 圆 形 、 直 径 1~2mm, WAH. FLA, RMA CRD 。 在 分 离 培养 基 上 培养 生长 的 F6 
22 ”菌落 使 其 周边 的 培养 基 变 成 黄色 ， 阔 落 周 围 形成 透明 圈 (图 1-A) ， 这 是 由 于 乳酸 瑚 生长 过 程 中 产生 乳酸 ， 


23 ”能 使 合 有 省 甲 酚 绿 的 分 离 培 养 基 变 成 黄色 ， 推 测 FO 是 一 株 乳 酸 菌 。 在 MRS 固体 培养 基 上 培养 生长 的 F6 K 


W 


小 


.01426v1 
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落 不 透明 ， 周 围 有 透明 圈 〈 图 1-B) 。 


A: 分 离 培养 基 Isolation medium B: MRS 固体 培养 基 MRS solid medium 


1 菌株 F6 的 菌落 形态 


Fig.l Colony morphology of the bacterial strain F6 


2.2 目的 菌株 所 产 GABA 的 定性 测定 


改良 纸 层 析 法 分 析 结 果 显 示 ， 目 的 株 菌 F6 具有 与 GABA 标准 品 相同 Re 值 ( 即 指 比 移 值 ， 斑 点 中 心 距 原 
点 的 距离 与 浴 剂 展开 前 沿 距 原点 距离 的 比值 ) 的 斑点 ， 层 析 斑 点 较 深 ， 表明 GABA 产量 较 高 ， 图 2 为 目的 株 


菌 的 改良 纸 层 析 图 。 


2 菌株 Fo 的 发 醇 液 改 良 纸 层 析 图 谱 


Fig.2 The improved paper chromatography map of the bacterial strain F6’s fermentation broth 


2.3 目的 菌株 的 形态 特征 


Ww 
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菌株 F6 的 


ae 


色 结 果 如 图 3 所 示 ， 菌 体形 态 呈 圆 或 椭圆 形 ， 直 径 0.5~1.0 hm， 大 多 数 呈 双 或 短 链 状 排列 ， 


图 3 菌株 FO 的 显 微 结构 图 


Fig.3 Microscopic structure of bacterial strain F6 (1 600x) 


2.4 16S rDNA 基因 序列 分 析 与 系统 发 育 树 构 建 


菌株 F6 的 16S rDNA 基因 测序 后 ， 提 交 到 DNA 序列 数据 库 GenBank。 将 测 得 的 菌株 F6 的 16S rDNA 
序列 在 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 (National Center of Biotechnology Information，NCBD 主 页 上 进行 N-BLAST 
分 析 比 对 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 菌 株 F6 的 16S rDNA 基因 序列 与 GenBank 数据 库 中 类 肠 球菌 (Enterococcus 
faecium) 的 相似 性 大 于 99%， 表 明 两 者 均 为 类 肠 球 菌 的 不 同 菌株 。 


10 


io 20 30 口 50 
| ggg gg Bp gt E 
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ZAGAGTTTGATCCTGGCTCAGCCCGGGCGGGTGCTATACATGCAGTCGTAC 
GCTTCTTTTTCCACCSGAGCCT TSCT CCACCGGAAAAAGAGGAGT GGCGAA 
CGGGCT GAGT AACACGT GGGTAACCT GCCCAT CAGAAGGCGGCATAACACTTGS 
GAAACAGGT CGCTAATACCGCTATAACAAT CGAAACCGCGCATGOGOTTTTGATTT 
GAAAGGCGOCT T TCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCT 
AGT TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAG 
AGGGTGATCGGCCACAT TGGGACT GAGACACGGCCCAAACTCOCTACGGGA 
GGCAGCAGTAGGGAAT CT TCGGCAAT GGACGAAAGCT CT GACCGAGCAACGS 
CCGCGT GAGT GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTOT TST TAGAGAA 
GAACAAGGAT GAGAGTAACTGOTTCATCCCTTGCACGGCTATCTAACCAGAAA 
GCCACGSCTAACTACGT SGCCAGCAGCCGCGCGTAATACGTAGGT GGCAAGC 
STTSTCCGGATTTAT TGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC 
T GAT GST GAAAGCCCCCGGCOCTCAACCGGGGAGGGT CAT T GGAAACTGGGAG 
ACT TGAGTGCAGAAGAGGAGAGT GGAAT TCCAT GT GTAGCGGTGAAAT GC 
GTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAA 
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG 
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT GT T GGAGGGTTTCCGCCC 
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG 
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT T GACGGGGGCOCCCGCACAAGCGGTGGAGC 
ATGTGGTTTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGTCTTGACATC 
CTTTGCACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCOCCCT T CGGGGGCAAAGTGACAGG 
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC 
GCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGOGGCACTC 
TAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGTCAAAT 
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTAC 
AACGAGT TGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCA 
GTT CGGAT TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTA 
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC 
CGCCCGTCACACCACGAGAGT T TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC 
TTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGCATAGGAATGGGAAGTCGOGTAACAAG 
GTAGCCGT 


图 4 菌株 F6 的 16SrDNA 基因 序列 


Fig.4 16S rDNA gene sequence of bacterial strain F6 
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9 Bacillus sp. LS-002 16S 
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菌株 F6 的 16S rDNA 基因 序列 与 NCBI 主页 GenBank 数据 库 中 部 分 细菌 的 16S rDNA 基因 序列 进行 同 源 


性 比 对 , 为 显示 菌株 F6 与 相似 菌 种 之 间 的 亲缘 关系 及 其 系统 地 位 , 用 MEGA 3.0 软件 构建 系统 发 育 树 (图 5)。 


结果 显示 ， 菌 株 F6 与 数 肠 球菌 的 杀 缘 关系 最 近 ， 其 次 是 屎 肠 球菌 (Enterococcus durans) 。 由 此 确定 菌株 F6 


4 Enterococcus faecium strain 079 
Enterococcus faecium strain 080 


Bacterium MRG-2 16S 


6 Enterococcus faecium strain 028 


Bacterium MRG-IFC-2 


g Enterococcus faecium strain 024 


Bacterium Te58R 


g Enterococcus durans strain 082 


E. faecium F6 


Enterococcus faecium strain 042 


6 Enterococcus faecium strain 083 
Enterococcus durans strain IMAU32419 

7 Enterococcus durans strain IMAU32419 
Enterococcus durans strain IMAU32421 

7 Enterococcus faecium strain HB 2003 
Enterococcus faecium strain 041 

g Enterococcus faecium strain 086 
Enterococcus faecium strain 080 

8 Enterococcus faecium strain 091 


Leuconostoc mesenteroides strain 54 


5 以 菌株 F6 的 16S rDNA 基因 序列 为 基础 的 系统 发 育 树 


Fig5 Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences of bacterial strain F6 


7 


19 


20 


21 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


2.55 目的 菌株 所 产 GABA 的 定量 测定 


2.5.1 标准 曲线 绘 秆 


= 


采用 HPLC 法 精确 测定 标准 液 中 GABA AESI, GABA 标准 液 中 的 GABA 峰 形 如 图 6 所 示 。 以 峰 面积 


对 GABA 含量 作 图 ， 准 确 绘制 出 标准 曲线 (图 7) 。 结 果 显 示 ， 峰 面积 和 GABA 含量 呈 强 相关 的 线性 关系 ， 


线性 方程 为 : 7=7 080 733.139 5X-4 511.692 7 (R?=0.999 4) 。 


峰 面 积 
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图 6 标准 液 中 GABA 的 HPLC 检测 图 


Fig6 GABA detection map in the standard solution by HPLC 
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7 HPLC 法 建立 的 GABA 的 标准 曲线 


Fig.7 Standard cure of GABA standed by HPLC method 
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2.5.2 目的 菌株 所 产 GABA 的 定量 


采用 HPLC 法 精确 测定 菌株 FO 发 酵 液 的 色谱 图 峰 面积 ， 如 图 8 所 示 。 根 据 上 述 得 到 的 标准 曲线 线性 方 


FÆ Y=7 080 733.139 5X-4 511.692 7， 计 算出 菌株 F6 发 酵 液 中 GABA 含量 为 7.1 gL， 保留 时 间 为 7~10 min, 


峰 面 积 为 50 268 693.6， 吸 光度 值 为 0.12。 


中 Peak9 - 6.154 


12.00 14.00 20.00 22.00 2400 26.00 


Minutes 


4.00 6.00 8.00 10.00 16.00 18.00 


图 8 菌株 F6 发 酵 液 中 GABA 的 HPLC 检测 图 


Fig8 GABA detection map in the bacterial strain F6 fermented Solution by HPLC 


3 Ww 论 


3.1 产 GABA ERE HII e 


从 酸奶 \、 土壤、 牛奶 、 


泡菜 中 均 分 离 得 到 产 GABA 的 菌株 , 其 中 自 酸 奶 样品 中 筛选 得 到 的 一 菌株 产 GABA 


量 相对 较 高 ， 命 名 F6， 表 明 从 自然 界 中 筛选 高 产 GABA 目的 菌株 是 可 行 的 。 本 试验 在 对 目的 菌株 传统 表 型 特 


征 、 生 物 学 特性 等 进行 快速 第 选 的 基础 上 ， 采 用 改良 纸 层 析 法 对 目的 菌株 代谢 产物 GABA 进行 定性 检测 ， 准 


确 、 快 速 确 定 了 菌株 产 GABA 的 能 力 。 改 良 后 纸 层 析 法 为 按 0.55% 的 比例 将 显 色 剂 闻 三 酮 加 入 展开 剂 中 ， 展 


FARANE JK: vki 


酸 : 水 =5: 3: 1 (RFR) » RI 85 CEE 8 min， 相 比 一 般 纸 层 析 法 显 色 时 间 


15~20 min 有 明显 优势 0， 对 快速 筛选 高 产 GABA 目的 菌株 有 一 定 参考 价值 。 本 试验 通过 分 子 生 物 学 方法 ， 
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将 菌株 F6 的 16S rDNA 基因 序列 与 GenBank 数据 库 中 部 分 细菌 的 16S rDNA 基因 序列 进行 同 源 性 比 对 , 其 与 


凑 肠 球菌 的 相似 性 大 于 99%， 确 定 目的 菌株 PO 为 装 肠 球菌 ， 这 为 通过 基因 工程 菌 大 量 制备 GABA 提供 了 目 


的 菌株 。 


3.2 GABA 的 制备 方法 


GABA 的 制备 方法 有 化 学 合成 法 和 生物 合成 法 2 种 中 。 化 学 合成 法 成 本 较 高 ， 得 率 较 低 ， 并 且 在 生产 工 


艺 中 使 用 危险 溶剂 ， 甚 至 是 有 毒 溶 剂 ， 因 此 化 学 合成 法 制备 的 GABA 不 能 用 于 食品 和 饲料 ， 也 不 能 认为 是 一 


种 天 然 的 食品 或 饲料 添加 剂 中 -四 。 生 物 合成 GABA 是 应 用 纯 的 微生物 技术 ， 通 过 筛选 优良 高 产 的 安全 菌 种 ， 


发 酵 生产 得 到 , 是 天 然 食品 与 饲料 添加 剂 , AU EA ASL ad 如 短小 乳 杆 菌 00,， 而 筛选 的 产 GABA 


AMRED. 生物 合成 法 获得 的 GABA 虽然 纯度 不 高 , 但 动物 的 吸收 率 比 高 纯度 化 学 合成 法 的 GABA 有 较 


大 提高 ， 并 且 产 GABA 乳酸 菌 可 不 经 提纯 ,直接 添加 到 动物 饲 粮 中 。 本 试验 以 类 肠 球菌 为 目标 菌株 ， 较 乳酸 杆 


阔 的 抗 逆 性 更 强 ， 因 此 可 发 挥 乳酸 菌 的 微 生 态 平 衡 调控 和 GABA 抗 应 激 的 双重 作用 ， 功 效 受 加 。 


3.3 乳酸菌 的 GABA 产量 


AAFP EL Be ii ae AY FLA al GK GABA 产量 一 般 都 不 高 ， 为 5~7 g/L 时 ， 所 用 菌株 多 为 乳酸 杆菌 类 。 


冯 志 林 等 5 研究 短小 乳 杆 菌 A8 菌株 后 发 现 ， 初 始 pH 4.5、 温 度 33 'C、 接 种 量 20%、 发 酵 时 间 3 d 为 该 菌株 


的 最 佳 发 酵 条 件 ，GABA 产量 最 高 可 达 19.2 g/L， 并 发 现 培养 基 的 pH 是 影响 GABA 产量 的 主要 因素 。 本 试 


23 


24 


验 目 的 菌株 为 闭 肠 球菌 ， 发 酵 液 中 GABA 含量 为 7.1 g/L: 最 佳 发 酵 条 件 为 发 酵 温 度 36 CC、 原始 pH 6.4、 接 


种 量 4.5%. PHAS 20~23 h、 发 酵 时 间 60 hp， 在 最 佳 培养 、 发酵 条 件 下 ， 凑 肠 球 菌 F6 发 酵 液 中 GABA 的 含量 


可 提高 到 9.5 g/L， 这 可 能 与 不 同 培 养 条 件 影响 目的 菌株 谷 氨 酸 脱 法 酶 (glutamate decarboxylase, GAD) 的 活 


性 有 关 。 


利用 传统 诱 变 技术 筛选 能 够 提高 乳酸 戎 的 GABA 产量 。 夏 江 等 09 先 后 使 用 紫外 线 和 y- 射 线 对 产 GABA 


的 短 乳 杆菌 进行 诱 变 处 理 ， 使 GABA 平均 产量 提高 142.9%， 经 诱 变 处 理 的 短 乳 杆菌 虽然 GABA 产量 提高 ， 


但 乳酸 菌 的 固有 功能 作用 降低 ， 并 且 因 不 确定 性 、 盲 目 性 和 遗传 不 稳定 性 ， 利 用 诱 变 乳酸 菌 所 产 GABA HA 


潜在 安全 风险 。 


H 


近 几 年 ， 有 文献 报道 利用 重组 大 肠 杆菌 表达 提取 GAD， 以 固定 化 酶 的 方式 生产 GABA， 但 是 转化 效率 普 
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HAS eg), CJE GABA FEY BGR EE A IR RES 工 - 谷 氨 酸 转 化 为 GABA。 本 后 续 试验 拟 通过 增加 


ANS 


现 有 菌株 F6 中 GAD 基因 表达 盒 的 数量 ， 提 高 菌株 细胞 内 GAD 的 表达 ， 进 而 提高 GABA 的 合成 量 0820， 这 


尚 在 研究 中 。 


3.4” 凑 肠 球 菌 所 产 GABA 的 定量 测定 


本 试验 首先 对 发 酵 液 中 GABA 进行 定性 测定 ， 即 采用 改 展 纸 层 析 法 检测 发 酵 液 中 是 否 含 有 GABA。 按 


0.55% 的 比例 将 显 色 剂 节 三 酮 加 入 到 展开 剂 中 ， 展 开 后 85 CREE 8 min， 通 过 观察 斑点 快速 定性 确定 GABA 


的 存在 。 


本 试验 采用 HPLC 法 测定 发 酵 液 中 GABA 的 含量 , GABA 在 B- 和 琉 基 乙 醇 存 在 条 件 下 能 与 邻 茶 二 甲醛 迅速 


反应， 生成 OPA 衍生 物 ， 而 OPA 不 会 干扰 检测 ， 色 谱 图 基线 较 稳 定 ， 标 准 曲 线 的 RA 0.999 4， 因 此 本 试验 


采用 的 HPLC 法 简单 、 快 速 、 灵 敏 ， 得 到 的 结果 可 靠 。 


4 结 论 


本 试验 筛选 得 到 的 菌株 F6 为 羡 肠 球菌 ， 是 一 株 功 能 性 乳酸 菌 ， 具 有 高 产 GABA 的 能 
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Screening of Enterococcus faecium Producing y-Amminobutyric Acid and Quantitative Detection of 
y-Amminobutyric Acid 
ZHU Quan! CHENG Jinlong? ZHU Yuanzhao** YIN Long? NI Jindong! CHENG Maoji!! 
(1. College of Animal Science, Anhui Agricultural University, Hefei 230061, China; 2. Jiangsu Unison Biotechnology 
Development Co., Ltd., Sugian 223831, China; 3. College of Animal Science, Anhui Science and Technology 


University, Fengyang 233100, China. ) 


Abstract: This study was aimed to isolate and identify an Enterococcus faecium by molecular biological methods 
which produce y-aminobutyric acid (GABA), moreover, the amount of GABA was also quantitatively determined. 
One target strain of Enterococcus faecium F6 was screened out from the samples of pickles, yogurt, soil and fresh 
milk, and was identified according the morphological characters and Gram stain methods. After the 16S rDNA gene 
of bacterial strain F6 was amplified, the gene sequence and phylogenetic tree were analyzed. Meanwhile, the GABA 
content in the fermented solution of bacterial strain F6 was quantitatively determined by high performance liquid 
chromatography (HPLC) method. The results showed that the bacterial strain F6 took a large, smooth, round and a 
neat edge of shape with a diameter of 1 to 2 mm and in a milky white color. A transparent circle was formed around 
the colony on the separating medium which changed to be yellow. On the MRS solid medium, the colony was opaque 
with a transparent circle around. Gram stain was used to identify F6 as a positive strain. The 16S rDNA gene 
sequence of bacterial strain F6 was more than 99% similarity to that of Enterococcus faecium in GenBank showed by 
molecular biological analysis. HPLC method was used to draw out the GABA standard curve linear equation as 
follows: Y=7 080 733.139 5X-4 511.692 7 (R=0.999 4), and the content of 7.1 g/L of GABA with 7 to 10 minutes of 
retention time was determined in the fermented solution of F6 according to linear equation. The results indicate that a 
high yield GABA of Enterococcus faecium F6 is finally obtained. 

Key words: Enterococcus faecium; y-aminobutyric acid; 16S rDNA sequence analysis; quantitative detection by high 


performance liquid chromatography method; screening 
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